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論文内容要旨
 大脳皮質を構成する全ての神経細胞は,未分化な神経上皮細胞に由来する。神経上皮細胞は脳
 室面側および脳膜面側に突起を延ばした双極の形態をとり,その脳室面倒の先端部分で細胞同士
 が接着している。神経上皮細胞の特徴の一つとして,細胞周期に同調した核の移動が知られてい
 る。細胞分裂は主に脳室面で起こるが,G1期には脳室面を離れ脳膜面側に移動する。S期に入っ
 た神経上皮細胞の核は脳室帯の脳膜面側に留まるが,G2期に入ると脳室面に向かって移動を開
 始し,脳室面にて再び分裂する。このような神経上皮細胞の細胞周期依存的な核の位置変化(エ
 レベーター運動;interkineticnuclearmovement(INM)を制御するメカニズムは未だ不明で
 ある。転写因子であるPax6は大脳皮質原基の神経上皮細胞に強く発現しているが,P砿6変異
 マウス胚の大脳皮質原基では,S期の細胞の分布異常,脳室帯での細胞分裂の増加が固定標本を
 用いた免疫染色により示され,エレベーター運動に異常が生じている可能性が示唆されていた。
 そこで本研究ではまず,Pσx6変異胚で見られるであろうINMの異常をタイムラプス観察する
 ことを出発点として,INMを制御するメカニズムの解明を目指した。
 まず,脂溶性色素Dilを用いた大脳皮質原基スライス培養法により,野生型ラット胚とPαr6
 変異ラット胚の神経上皮細胞の核の挙動をタイムラプス観察し,Pαx6変異胚神経上皮細胞で観
 察された異常がINMの異常に起因することを確認した。次に,Pαx6変異ラット胚で観察され
 た異常なINMの原因を究明するにあたり,脳室面側に存在する細胞内機構に着目し解析を行っ
 た。まず,脳室面側の突起先端部に存在する細胞間接着装置(adherensjunction)について免
 疫染色および電子顕微鏡により観察したところ,野生型とPαx6変異胚の間で明らかな差は認め
 られなかった。次に,免疫染色ならびに電子顕微鏡により神経上皮細胞の中心体の局在を調べた
 ところ,Pox6変異ラット胚において中心体の局在や中心体に付随する繊毛(primarycilia)の
 形成が乱れていることが観察された。また,大脳皮質原基スライス培養法ならびに子宮内胎児操
 作を併用した電気穿孔法により,神経上皮細胞のINMと中心体の挙動を同時にタイムラプス観
 察したところ,野生型胚ではS-G2期に中心体は脳室面側にじっと止まっているのに対し,、Pαx6
 変異胚ではS-G2期にかけて中心体が頻繁にその位置を変えており,その結果,異常なINMが
 起きることが強く疑われた。さらに,神経上皮細胞の極性決定にはaPKC/Par6/Par3タンパク
 質複合体が重要な役割を演じていることが知られているが,免疫染色による観察からaPKCの
 発現がPαx6変異胚で低下していることが確認された。加えて,aPKCによってリン酸化される
 ことにより微小管に作用して軸索伸長に関わるFEZ1と呼ばれるタンパク質の局在を免疫染色
 により観察したところ,野生型胚ではaPKCの発現部位と同じ脳室面倒先端部に発現している
 のに対して,Pox6変異胚ではその発現が極めて低下していることが分かった。以上のことから,
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 Pax6はFEZlの発現を介してキネシンモ一夕ータンパク質と微小管による細胞内輸送を制御し
 ている可能性があること,Pσx6変異胚ではFEZ1の発現が低下し,aPKCを含めたタンパクの
 局在が乱れることにより中心体の脳室面側先端部への局在が障害され,その結果,エレベーター
 運動に異常が生じていることが強く示唆された。これまで中枢神経系の発生における転写因子
 Pax6の役割として脳の領域特異化や神経新生に関わることが報告されてきたが,本研究により
 神経一ヒ皮細胞に特徴的な挙動であるINMに対するPax6の新しい機能が示された。
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 審査結果の要旨
 本研究は,神経発生において重要な転写因子であるPax6が,大脳皮質原基において神経上皮
 細胞で観察される細胞周期に同調した核の位置変化にどのようなメカニズムで関わっているかに
 ついて解析したものである。大脳皮質に存在する神経細胞の基になる神経上皮細胞は脳室面側お
 よび脳膜面側に突起を延ばした双極の形態をとり,その脳室面側の先端部分で細胞同士が接着し
 ている。神経上皮細胞の特徴の一つとして,細胞周期依存的に核の位置を変化させる現象(エレ
 ベーター運動;interkineticnuclearmovement(INM))が知られている。転写因子Pax6は,
 発生初期の大脳皮質原基の神経上皮細胞に強く発現しているが,Pσx6変異マウス胚の大脳皮質
 原基では,S期の細胞の分布異常,脳室帯での細胞分裂の増加が固定標本を用いた免疫染色によ
 り示され,INMに異常が生じている可能性が示唆されていた。
 そこで本研究では,Pσx6変異胚で見られるであろうINMの異常をタイムラプス観察するこ
 とを出発点として,INMを制御するメカニズムの解明を目指した。まず,脂溶性色素Dilを用
 いた大脳皮質原基スライス培養法により,野生型ラット胚とP礁6変異ラット胚の神経上皮細胞
 の核の挙動をタイムラプス観察し,Pαx6変異胚神経上皮細胞で観察された異常がINMの異常
 に起因することを確認した。
 次に,Pσx6変異ラット胚で観察された異常なINMの原因を究明するにあたり,脳室面側に
 存在する細胞内機構に着目し解析を行った。まず,脳室面側の突起先端部に存在する細胞間接着
 装置(adherensjunction)について免疫染色および電子顕微鏡により観察したところ,野生型
 とP獄6変異胚の間で明らかな差は認められなかった。また,免疫染色ならびに電子顕微鏡によ
 り神経上皮細胞の中心体の局在を調べたところ,Pαx6変異ラット胚において中心体の局在や中
 心体に付随する一次線毛(primaiycilia)の形成が乱れていることが観察された。さらに,大
 脳皮質原基スライス培養法ならびに子宮内胎児操作を併用した電気穿孔法により,神経上皮細胞
 のINMと中心体の挙動を「司時にタイムラプス観察したところ,野生型胚ではS-G2期に中心体
 は脳室面側にじっと止まっているのに対し,P縦6変異胚ではS-G2期にかけて中心体が頻繁に
 その位置を変えており,その結果,異常なINMが起きることが強く疑われた。
 一方,神経上皮細胞の極性決定にはaPKC/Par6/Par3タンパク質複合体が重要な役割を演じ
 ていることが知られているので,aPKCによってリン酸化されることにより微小管に作用して軸
 索伸長に関わるFEZlと呼ばれるタンパク質の局在を免疫染色により観察したところ,野生型
 胚ではaPKCの発現部位と同じ脳室面側先端部に発現しているのに対して,P俄6変異胚ではそ
 の発現が極めて低下していることが分かった。
 以上のことから,Pax6はFEZ1の発現制御を介してキネシンモータ一夕ンパク質と微小管に
 よる細胞内輸送を制御している可能性があること,P〃x6変異胚ではFEZユの発現が低下し,種々
 のタンパクの局在が乱れることにより中心体の脳室面側先端部への局在が障害され,その結果,
 エレベーター運動に異常が生じていることが強く示唆された。これまで中枢神経系の発生におけ
 る転写因子Pax6の役割として脳の領域特異化や神経新生に関わることが報告されてきたが,本
 研究により神経上皮細胞に特徴的な挙動であるINMに対するPax6の新しい機能が示された。
 したがって,本論文は哺乳類神経発生の分子メカニズムの一端を明らかにしたオリジナリティー
 の高いものであると考えられ,博士の学位授与に十分値すると考えられる。
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